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Verfahren und Vonichtung zur Charakterisierung von Zellen, Zellverbanden 

und/oder Geweben 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung sowie ein Verfahren zur Charakterisierung 
von Zellen, Zellverbanden und/oder Geweben. 

Zelltherapeutlsche Verfahren besitzen als zentrales Werkzeug der regenerativen 
Medizin einen hohen Stellenwert fur zukunftige innovative Behandlungsmethoden. 
Dabei werden Zellen in vitro in industriellem MaKstab standardisiert gezuchtet und 
ggf. manipullert. Des Weiteren ist es bekannt, Zellkulturen als Versuchsobjekte in 
der Pharmaindustrie zur Austestung von Pharmaka einzusetzen. 

Das Erscheinungsbild einer zwei- Oder dreidimensionalen Zellkultur besitzt sowohl 
auf Einzelzellniveau als auch auf Niveau der Gesamtzellpopulation spezifische 
morphologische Merkmale, die jeweils von der Art der kultivierten Zellen abhangig 
sind. So unterscheiden sich die Zellen z. B. in ihrer Grofie. Form, in der Grolie des 
Zellkems, in der Granularitat, der migratorischen Aktivitat, der raumlichen Bezie- 
hung der Zellen untereinander (dispers oder koharent) oder bei dreidimensionalen 
Zellkulturen in ihrer raumlichen Ausrichtung. 
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Soll die Zellkultur beschrieben bzw. in ihrer Qualitat beurteilt werden, werden der- 
zeit vor allem mikroskopische Verfahren verwendet, um die Charakteristika der Zeli- 
kultur zu erfassen. Hierbei ist jedoch die morphologische Beurteilung der Zellpopu- 
lation, die weitgehend ..per Hand*' (nicht automatisiert) durchgefuhrt wird, stark vom 
Wissen und der Erfahrung des Untersuchers abhangig und bleibt daher subjektiv. 
Gegenuber anderen Verfahren zur Charakterisierung der Zellpopulation (z. B. mo- 
lekularbiologische Methoden, FACS-Analysen) hat die morphologische Beurteilung 
die Vorteile, dass sie online durchgefuhrt werden kann, ohne die zu anaiysierende 
Zellpopulation in ihrem Wachstum zu storen, dass einzelne Zellen einer Population 
analysiert werden konnen, dass sie schnell durchgefuhrt werden kann und schlieil- 
lich dass sie preiswert ist. 

Im folgenden wird exemplarisch ein heute iibliches Verfahren zur Zuchtung von 
adharenten Zellen dargestellt. In mehreren Phasen des Verfahrensablaufes sind 
morphologische Beurteilungen der Zellkultur notwendig: 

In einem ersten Schritt (Isolation der Zellen) werden die zu kultivierenden Zellen 
aus ihrem Ursprungsgewebe durch enzymatische und mechanische Verfahren her- 
ausgeldst und nach Aufreinigungen in entsprechenden Kulturgefaf^en uberfuhrt. 
Abhangig von den Eigenschaften des Ursprungsgewebes (z. B. Knochen, Knorpel. 
Fettgewebe) kommen hierbei unterschiedliche Verfahren und Protokolle zum Ein- 
satz. 

Die Zellen werden nach der Isolation in einem weiteren Schritt (Kultivierung der Zel- 
len in vitro) in einer Nahrlosung („Medium") aufgenommen. in ein Zellkulturgefafi 
uberfuhrt und in einem Inkubator bei 37X und 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die 
Nahrlosung besteht neben Wasser aus einem Gemisch an Salzen, Nahrstoffen, 
Vitaminen sowie Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, dessen Zusammen- 
setzung fur die Art der zu kultivierenden Zellen spezifisch ist. Die notwendigen Me- 
dien sind nur bis zu einem gewissen Grad erhaltlich und werden in der Regel im 
Labor eigenhandig zusammengemischt. Das Medium wird in regelmaliigen Ab- 
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standen gewechselt, indem das alte Medium abgesaugt und neues hinzugegeben 
wird. Bei einigen Zellkulturen ist es notwendig, im Laufe der Kultivierung nach ei- 
nem definierten Protokoll verschiedene Medien mit unterschiedlichen Zusammen- 
setzungen hinzuzugeben. Da adharente Zellkulturen auf der Oberflache des Zell- 
kulturgefafies wachsen, muss in regelmaliigen Abstanden mikroskopisch kontrol- 
liert werden, ob auf der Oberflache noch geniigend Platz zum Wachsen vorhanden 
ist („Grad der Konfluenz"). Wenn dieses nicht mehr der Fall ist. so miissen die Zel- 
len auf mehrere neue Zellkulturgefafie aufgeteilt werden („Passagierung"). 

Bei der Passagierung werden die adharenten Zellen durch enzymatische Oder me- 
chanische Verfahren von der Oberflache des Kulturgefalies abgelost. Durch Zentri- 
fugation werden die Zellen aufgereinigt. anschlieliend gezahlt und in einer definier- 
ten Menge in neuen Kulturgefaf^en ausgesat. 

Neben der Bestimmung des Konfluenzgrades wird in regelmaRigen Abstanden die 
Qualitat der Zellpopulation beurteilt (Analysen wahrend der Kultivierung). Besonde- 
res Augenmerk wird dabei auf eine typische Morphologie der Zellen. auf das Wach- 
stumsverhalten sowie eventuell vorhandener Kontaminationen durch Mikroorga- 
nismen oder nicht erwiinschte Zellpopulationen gelegt. Die Analysen werden in 
Form einer mikroskopischen Beurteilung durchgefuhrt. Diese kann online ange- 
wendet werden. ist aber personalintensiv. Zudem erfordert die mikroskopische Be- 
urteilung ein morphologisch geschultes Auge und bleibt in einigen Bereichen (ins- 
besondere bei der Beurteilung der typischen Zellmorphologie) subjektiv. 

Es ist die Aufgabe der Erfindung. eine Vorrichtung und ein Verfahren bereitzustel- 
len. mittels dessen Zellen, ZellveriDande und/oder Gewebe objektiv morphologisch 
charakterisierbar sind. 

Diese Aufgabe wird durch eine Vomchtung mit den Merkmalen des Anspruchs 1 . 
durch eine Vorrichtung mit den Merkmalen des Anspruchs 7 sowie durch ein Ver- 
fahren mit den Merkmalen des Anspruchs 10 geldst. 
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Die erfindungsgemaf^e Vorrichtung umfasst eine Analyseeinheit, die Mittel aufweist, 
mittels derer morphologische Parameter von Zellen, Zellverbanden oder Geweben 
erfasst werden. Femer weist die Vorrichtung Mittel auf, mittels derer die erfassten 
Parameter zum Zwecke der objektiven morphologischen Charakterisierung der Zel- 
len, der Zellverbande Oder des Gewebes ausgewertet werden. Ein wesentlicher 
Gedanke der erfindungsgemalien Vorrichtung bzw. des erfindungsgemalien Ver- 
fahrens besteht darin, das morphologische Bild der Zellkultur bzw. einzelner Zellen 
vorzugsweise durch eine Vielzahl von morphometrischen Daten zu beschreiben. Es 
konnen auf diese Weise morphometrische Werte erhalten werden, die charakteri- 
stisch fur die jeweilige Zellkultur bzw. die jeweiligen Einzelzellen sind („morphome- 
trisches Finger-Printing"). Im Gegensatz zu einer bildlichen Erfassung der Morpho- 
logie ist der morphometrische Finger-Print objektiviert. Die erfindungsgemalie Ana- 
lyseeinheit weist vorzugsweise eine z.B. Software-gestutzte bildgebende Einheit, 
beispielsweise ein Mikroskop, und eine Software-gestutzte bildanalytische Einheit 
auf, wobei in der bildanalytischen Einheit integriertes Expertenwissen vorliegt, um 
die Auswertung der erfassten Parameter bzw. eine zutreffende Charakterisierung 
vornehmen zu konnen. 

Die Analyseeinheit ist vorzugsweise derart ausgefiihrt, dass der Grad der Kon- 
fluenz, die Zellmorphologie als Mafi fur die Qualitat der Zellkultur, das Proliferati- 
onsverhalten, die Kontamination mit Mikroorganismen oder anderen Zellpopulatio- 
nen und/oder die Zelldifferenzierung ermittelbar und auswertbar ist. Denkbar ist es 
beispielsweise. die Zellgrolie, die Zellform. die Grolie des Zellkems. die Granulari- 
tat. die migratorische Aktivitat, das Wachstumsverhalten, die raumliche Beziehung 
der Zellen untereinander (dispers. koharent) oder bei dreldimensionalen Zellkultu- 
ren auch die raumliche Ausrichtung der Zellen zu erfassen und sodann auszuwer- 
ten. 

Grundsatzlich ist es moglich, eine Auswertung der erfassten Parameter durch die 
Bildung von Indizes vorzunehmen, die die erfassten Werte auf geeignete Weise 
miteinander In Beziehung setzen. Denkbar ist beispielsweise, als Objekt-lndex ei- 
nen Quotienten aus dem Umfang der Zellen sowie aus dem vierfachen Wert der 
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Quadratwurzel der Zellflache zu bilden. Dieser Index kann beispielsweise dazu he- 
rangezogen werden, eine Fibroblastenkultur von einer Endothelzellkultur zu unter- 
scheiden. Grundsatzlich konnen aus den erfassten Parametern beliebige Indizes 
gebildet werden, die hinsichtltch der Charakterisierung der Zellen, Zellverbande 
Oder des Gewebes hinreichende Unterscheidungskraft aufweisen. 

In weiterer Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, dass die Analyseeinheit 
Mittel zur statistischen Auswertung der erfassten Parameter aufweist. Bel einer 
derartigen Ausfuhrung der Erfindung kann eine Statistik aus morphometrischen 
Werten, die charakteristisch fur die jeweilige Zellkultur bzw. die jeweiligen Einzelzel- 
len ist, erstellt werden. Die statistisch emiittelten Parameter konnen beispielsweise 
der Mittelwert, die Standardabweichung und der Median der morphologischen Wer- 
te sein. Dabei kann sich die statistische Auswertung auf die unmittelbar erfassten 
Parameter, wie beispielsweise die Grolle der Zellen beziehen, oder auch auf die 
oben genannten Indizes, die in geeigneter Weise aus den erfassten Werten gebil- 
det werden konnen, sofem dies fiir die Charakterisierung hilfreich ist. 

« 

In weiterer Ausgestaltung der Erfindung ist eine Datenbank mit Referenzparame- 
tern vorgesehen, die fiir die Zellen, Zellverbande bzw. das Gewebe typisch sind. 
Femer ist vorgesehen, dass die Vorrichtung Vergleichsmittel aufweist, mittels derer 
die erfassten Parameter mit den Referenzparametern vergleichbar sind. Aufgrund 
dieses Vergleiches kann automatisiert bzw. objektiviert eine Aussage uber die Zell- 
population bzw. die Art und Gestalt des Zellverbandes Oder des Gewebes geliefert 
werden. Moglich ist es, durch Experten eine Datenbank aufzubauen, in der die 
morphometrischen Daten fiir Referenzkulturen bzw. Zellen vorliegen. Durch Ver- 
gleich der Werte einer zu untersuchenden Zellkultur mit denen aus der Datei kann 
somit indirekt Expertenwissen in die morphologische Untersuchung integriert und 
die morphologische Beschreibung der zu untersuchenden Zellkultur objektiviert 
werden. Durch Vergleich von statistisch erfassten morphometrischen Charakteristi- 
ka der zu untersuchenden Zellkultur mit denen aus einer Datenbank kann ohne die 
Anwesenheit eines Experten die Qualitat der Zellkultur beurteilt werden. In ahnli- 
cher Weise kann die Datenbank auch zur Identlfizlerung einzelner, fur den Untersu- 
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cher unbekannter Strukturen (z. B. Sedimentablagerungen, subzellulare Strukturen) 
sowie zum Aufspuren von morphologisch fassbaren Phanomenen (Screening fur 
mikrobielle Kontaminationen) venA/endet werden. 

Das erfindungsgemalle Verfahren bzw. die erfmdungsgemalLe Vorrichtung kann 
eine Auswertung mittels unmittelbar erfal^ter Groflen, wie z.B. der Zellgrdf^e, oder 
mittels der genannten Indizes vornehmen, die in geeigneter Weise gebildet werden 
konnen. 

In weiterer Ausgestaltung der ErTindung ist vorgesehen, dass die Analyseeinheit 
Mittel aufweist, mittels derer benachbarte Pixel des erfassten Bildes mit ahnlicliem 
Helligkeitswert zu einem Bildobjekt zusammengefasst werden. Da sich in den Pha- 
senkontrastbildern die morphologischen Strukturen (z. B. Zellgrenzen) praktisch nur 
uber die Helligkeitswerte und nicht uber Farbunterschiede abzeichnen, spiegein die 
entstandenen Bildobjekte die morphologischen Strukturen wieder. Dabei konnen 
die Bildobjekte durch Zusammenfassung benachbarter Pixel mit ahnlichem Hellig- 
keitswert zusammengefasst werden. 

Die Erfmdung betrifft ferner eine Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen, Zellver- 
banden und Geweben mit einem Inkubator. Die Vorrichtung ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie femer eine Vorrichtung zur objektiven Charakterisierung der Zel- 
len, der Zellverbande Oder des Gewebes gemafi einem der Anspriiche 1 bis 6 auf- 
weist. Die Besonderheit der Erfindung besteht darin, dass die Vorrichtung zur ob- 
jektiven Charakterisierung der Zellen, der Zellverbande Oder des Gewebes integra- 
ler Bestandteil einer Apparatur zur Kultivierung von Zellen, Zellverbanden bzw. 
Gewebe ist. In bevorzugter Ausgestaltung der Erfindung handelt es sich um eine 
Apparatur zur automatischen Kultivierung von Zellen, Zellverbanden und Gewebe. 
d.h. einen Zellkulturautomaten mit integrierter Analyseeinheit zur objektiven Cha- 
rakterisierung der Zellen, Zellverbande bzw. des Gewebes. Femer ist bevorzugt, 
dass auch die Analyseeinheit automatisiert morphologische Parameter wahrend der 
Kultivierung erfasst und auswertet. 



wo 2005/078066 



PCT/EP2005/001347 



-7- 

Dabei besteht die Mdglichkeit, das Ergebnis der Auswertung in die Entscheidungs- 
prozesse der Automatisieaing einflielien zu lassen, d.h. die Vorrichtung bzw. die 
Zellkultivierung in Abhangigkeit der Auswertung zu betreiben. 

In bevorzugter Ausgestaltung der ErTindung weist die Vorrlclitung ferner einen Ma- 
nipulator, einen Transporter zum Transport der Kulturgefalie zwischen dem Inkuba- 
tor, dem Manipulator und der Analyseeinheit sowie eine Steuereinheit auf, mittels 
derer die Vorrichtung vorzugsweise automatisch betreibbar ist. Die ErTindung ge- 
ma& dieser Ausgestaltung weist somit mehrere Funktionsgruppen auf, die im fol- 
genden naher beschrieben werden: 

Der Detektor stellt ein Kernelement der ErTindung dar. Er dient zur Uberwachung 
der Zellpopulation wahrend der Kultivierung. Der Detektor bzw. die oben genannte 
Analyseeinheit besteht aus einer bildgebenden Einheit sowie einer Software- 
gestutzten bildanalytischen Einheit mit integriertem Expertenwissen, mit der die 
morphologischen Parameter in ihrer Komplexitat erfasst werden konnen. 

Da fur die Zellkultivierung von Zellen Korperbedingungen simuliert werden mussen. 
ist dem Zellkulturautomaten ein Inkubator (Bnjtschrank) integriert. 

Der Manipulator bewerkstelligt all die Arbeitsschritte automatisch, die bislang rein 
per Hand oder mit teilweise maschineller Unterstutzung durchgefuhrt werden. Hier- 
zu gehoren u.a. Absaugen und Pipertieren von Losungen, Zentrifugieren, Gffnen 
der Kulturgefafie, mechanisches Ablosen der Zellen etc. 

Mithilfe des Transporters, der aus einer Kombination aus Forderband und Roboter 
mit Greifarm besteht. werden die ZellkulturgefaBe zwischen den automatischen 
Komponenten Detektor. Inkubator und Manipulator hin und her transportiert. 

Des weiteren ist eine intelligente Steuereinheit vorgesehen, die die Einzelkompo- 
nenten der Vorrichtung ansteuert und deren Tatigkeit koordiniert. Die zur intelligen- 
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ten Bearbeitung notwendigen Informationen erhalt die Steuereinheit durch den De- 
tektor brw. die Analyseeinheit. 

In weiterer Ausgestaltung dleser Vorrichtung fuhrt die Software-gestutzte bildanaly- 
tische Einheit automatisch komplexe morphometrische Bildanalysen durch. Diese 
Einheit zeichnet sich insbesondere dadurch aus, dass das Expertenwissen sehr 
flexibel implementiert werden kann, das zur Erfassung und Bewertung der komple- 
xen Morphologie erforderiich ist. 

Die Erfmdung betrifft femer ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruches 10. 
Vorteilhafte Ausgestaltungen des Verfahrens sind Gegenstand der Unteranspruche. 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfmdung werden aniiand eines in der Zeich- 
nung dargestellten Ausfulirungsbeispieles naher eriautert. Es zeigen: 

unterschiediiche exemplarische Abbildungen von zu charakterisie- 
renden Zellpopulationen,. 

Darstellungen einer konfluenten Fibroblastenstruktur (A) und einer 
Endothelzellkultur (B). 

Kontur der Bildobjekte (A: Fibroblasten-, B: Endothelzellen), 

Haufigkeitsverteilung des Bildobjekt-lndexes (Umfang / (4 x Qua- 
dratwurzel der Flache)) der Bildobjekte gema(l Fig. 5, 

Haufigkeitsverteilung der Hauptachsenrichtung der Zellpopulatio- 
nen gemaH Fig. 5. 

Figur 1 zeigt exemplarisch eine zu charakterisierende Zellkultur. Denkbare Charak- 
terisierungsmerkmale sind: Zellpopulation besteht aus x % rundlichen und y % 



Fig. 1 bis 4: 
Fig. 5: 

Fig. 6: 
Fig. 7a: 

Fig. 7b: 
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langlichen Zellen; die Zellen tragen am Rand kleine Blaschen; teilweise formieren 
sich die Zellen in Strangen. 

Typische Charakteristika der Zellstruktur gemali Figur 2 sind: Zellen bilden dreidi- 
mensionale Gebilde; die Zellen sind eher langlich, die Zellen sind wenig granuliert. 

Charakteristika der Zellen gemali Figur 3 sind: Die Zellen zeichnen sich durch ex- 
treme Streifung aus („Stress Fibers"), die Zellen haben einen prominenten Nucleo- 
lus, die Zellen sind flachig, die Zellen sind groK, die Zellen haben einen zackigen 
Rand. 

Charakteristika der Zellen gemali Figur 4 sind: Es liegen zwei Zellpopulationen vor, 
namlich grofie flachige Zellen, in einem lockeren Verband liegend, teilweise ge- 
streift, und kleinere rundliche Zellen. die einen pflastersteinartigen Verband bilden. 

Wie dies nachfolgend noch naher beschrieben wird. konnen die oben genannten, 
mittels einer bildgebenden Einheit erfassbaren Parameter der Zellpopulationen zu 
deren Charakterisierung herangezogen werden. 

Das Prinzip des erfindungsgemalien Verfahrens bzw. die Arbeitsweise der erfin- 
dungsgemalien Vorrichtung wird anhand eines im folgenden dargestellten Beispiels 
naher eriautert. Ziel ist es. mithilfe eines morphologischen Indexes eine Fibrobla- 
stenkultur von einer Endothelzellkultur zu unterscheiden. Die Zellkulturen sind aus 
Figur 5 ersichtlich, wobei Figur 5 A die Fibroblastenkultur und Figur 5 B die Endo- 
thelzellkultur darstellt. Die Charakterisierung erfolgt mithilfe einer morphometri- 
schen Analyse der Zellkulturbilder (Phasenkontrastbilder). 

Es wurde ein Analyseregelwerk gebildet, nach dem benachbarte Pixel mit ahnli- 
chem Helligkeitswert zu Bildobjekten zusammengefasst werden. Da sich in den 
Phasenkontrastbildem die morphologischen Strukturen (z. B. Zellgrenzen) praktisch 
nur uber die Helligkeitswerte und nicht uber Farbunterschiede abzeichnen, spiegein 
die entstandenen Bildobjekte die morphologischen Strukturen wieder. Wie man bei 
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der Betrachtung des Erscheinungsbilds der beiden Zellkulturen gemad Figur 5 
sieht, zeichnet sich die Fibroblastenkultur vor allem durch iangliche morphologische 
Strukturen aus (spindelformiger Aspekt von Fibroblasten), wahrend die Endothel- 
zelikultur einen pflastersteinartigen Aspekt hat (Figur 5). Die untenstehenden Abbil- 
dungen zeigen, dass sicli dieses auch in Fomn der walirend der Computeranalyse 
entstandenen Bildobjekte widerspiegelt: Bei der Fibroblastenkultur sind vermehrt 
Objekte mit langlichem Charakter zu finden, die ein im Vergleich zu den Bildobjek- 
ten der Endothelzellkultur gerlngeres Mal^ an Fraktalitat aufweisen, wie dies aus 
Figur 6 hervorgeht. 

Von jedem Bildobjekt wurde nun Umfang und Flache (jeweils in Pixel) in eine Excel- 
Tabelle ausgegeben. Anschliel^end wurde ein Objektindex wie folgt definiert: Index 
= Objektumfang/(4 x Quadratwurzel (Objektflache)). 

Diese Formel beschreibt das MaK der Fraktalitat. Der Faktor 1/4 sowie die Qua* 
dratwurzel bewirken eine Normierung der Bildobjekte, so dass auch Objekte unter- 
schiedlicher Grofie miteinander verglichen werden konnen (der Quotient Objektum- 
fang/Flache ist stark von der GroRe der Objekte abhangig). 

Fiir jedes Bildobjekt wurde nun dieser Index berechnet. Stellt man nun samtliche 
Objekt-lndexwerte der Bildobjekte in einem Histogramm dar, so erhalt man eine Art 
Kennkurve fiir die jeweilige Zellkultur, wie dies aus Figur 7a hervorgeht. Kenngro- 
lien zur Beschreibung des Histogrammverlaufs sind z. B. der Mittelwert, die Stan- 
dardabweichung sowie der Median. Man erkennt, dass die beiden Kun^en gemafi 
Figur 7a einen unterschiedlichen Verlauf zeigen. Die Kurve fiir die Endothelzellkul- 
tur ist bauchiger. Auch die Werte fiir den Mittelwert, die Standardabweichung sowie 
den Median sind fiir die Fibroblasten- und Endothelzellkultur unterschiedlich (Fibro- 
blasten: Mittelwert 2,17; Standardabweichung: 0.91; Median: 1.96. Endothelzellen: 
Mittelwert: 2,36; Standardabweichung: 0,96; Median: 2,18). 

Die genannten Werte konnen somit zur objektiven numerischen Charakterisierung 
der Zellkulturmorphologie herangezogen werden. 
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Ein weiteres Charakteristikum. das die Fibroblastenkultur von der Endothelzellkultur 
unterscheidet, ist die Ausrichtung der einzelnen Bildobjekte. Wie man in Figur 6 
erkennt, liegen die Hauptachsen von benachbarten Bildobjekten in der Fibrobla- 
stenkultur groRtenteils parallel, wahrend dieses bei der Endothelzellkultur wesent- 
llch weniger der Fall ist. Auch diese Objekteigenschaft ist durch entsprechende 
Programmierarbeit mathematisch erfassbar und kann zur Charakterisierung der 
morphologischen Erscheinung der Zellkulturen herangezogen werden (Figur 7b). 
Der Mittelwert der links dargestellten Verteilung betragt 1 5.97 fur die Fibroblasten- 
zellkultur, der der rechts dargestellten Verteilung 36,04 fur die Endothelzellkultur. 

In entsprechender Weise konnen zahlreiche Indizes definiert und zur Charakterisie- 
rung herangezogen werden. Hierzu konnen die Indizes z. B. in einem zweidimen- 
sionalen Array angeordnet und die Indexwerte farbkodiert werden. So entsteht ein 
fiir die Zellkultur charakteristisches farbiges Muster. 

Zum anderen konnen aber die einzelnen Indexwerte durch arithmetische Operatlo- 
nen zu einem neuen Index zusammengefasst werden. So gabe es z. B. Sinn, den 
oben definierten Index aus Umfang und Flache (Fraktalitat) mit dem Index zu kom- 
binieren, der die Parallelitat beschreibt. da fur die Bildobjekte der Fibroblastenkultur 
charakteristisch ist, da sie sowohl eine relativ geringe Fraktalitat besitzen als auch 
parallel angeordnet sind. Der so definierte neue Index hat durch die Kombination 
bessere Unterscheidungskraft. 

Aufgrund des wachsenden Wirtschaflssektors in dem Bereich der zelltherapeuti- 
schen Verfahren wird es mehr und mehr notig sein, Zellen unter zertifizierbaren 
Bedingungen zu zuchten. Dies gilt auch fiir den Bereich der phamiazeutischen In- 
dustrie, in der Medikamente anhand von Zellkulturen getestet werden. Durch Ver- 
gleich des statistisch erfassten morphometrischen Finger-Prints einer Zellkultur mit 
dem, der in der Datei fiir diesen Zelltyp als Referenz abgelegt ist, ist es moglich. 
auch die morphologische Beurteilung zu zertifizieren. 
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Patentanspriiche 

1 . Vorrichtung zur Charakterisierung von Zellen, Zellverbanden und/oder Gewe- 
be mit einer Analyseeinheit, die Mittel aufweist, mittels derer morphologische 
Parameter von Zellen, Zellverbanden und/oder von Gewebe erfasst werden, 
und die Mittel aufweist, mittels derer die erfassten morphologischen Parame- 
ter zum Zwecke der objektiven morphologischen Charakterisierung der Zellen, 
Zellverbande und/oder des Gewebes ausgewertet werden. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Analyseein- 
heit eine bildgebende Einheit und eine bildanalytische Einheit umfasst. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Ana- 
lyseeinheit derail ausgefiihrt ist, dass der Grad der Konfluenz, die Zellmor- 
phologie als Mali fur die Qualitat der Zellkultur, das Proliferationsverhalten, 
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die Anwesenheit von Mikroorganismen und/oder die Zelldifferenzierung ermit- 
telbar und auswertbar ist. 

4. Voriichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gel^enn- 
zeichnet, dass die Analyseeinheit Mittel zur statistischen Auswertung der er- 
fassten morphologischen Parameter aufWeist. 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergelienden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zelchnet, dass eine Datenbank mit fiir Zellen, Zellverbande und/oder Gewebe 
typischen Referenzparametem vorgesehen ist und dass die Vorrichtung Ver- 
gleichsmittel aufweist, mittels derer die erfassten Parameter mit den Refe- 
renzparametem verglichen werden. 

6. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Analyseeinheit Mittel aufweist, mittels derer benachbarte 
Pixel eines erfassten Biides mit ahnlichem Helligkeitswert zu einem Bildobjekt 
zusammengefasst werden. 

7. Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen. Zellverbanden und/oder Gewebe mit 
einem Inkubator. dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung femer eine 
Vorrichtung zur objektiven Charakterisierung von Zellen. Zellverbanden 
und/oder Gewebe gemafi einem der Anspruche 1 bis 6 aufweist. 

8. Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Vonichtung femer einen Manipulator, einen Transporter 
zum Transport eines oder mehrer ZellkulturgefaHe zwischen dem Inkubator, 
Manipulator und der Analyseeinheit sowie eine Steuereinheit zum Betrieb der 
Vorrichtung aufweist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. dass die Steuerein- 
heit derart ausgefuhrt ist, dass die Vorrichtung automatisch betrieben wird. 
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10. Verfahren zur Charakterisierung von Zellen, Zellverbanden und/oder Gewebe, 
bei dem morphologische Parameter der Zellen, Zellverbande und/oder von 
Gewebe erfasst werden und die erfassten morphologischen Parameter so- 
dann zum Zwecke der objektiven morphologischen Charakterisierung der Zel- 
len, Zellverbande und/oder des Gewebes ausgewertet werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet, dass aus den erfass- 
ten Parametern zum Zwecke der Auswertung fur die Zellen, die Zellverbande 
und/oder das Gewebe charakteristische statistische Werte bestimmt werden. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die statisti- 
schen Werte mit Werten aus einer Referenzdatenbank verglichen werden, die 
fur Zellen, Zellverbande und/oder Gewebe charakteristische Werte enthalt. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass das Verfahren weiterhin die Kultivierung von Zellen. Zellver- 
banden und/oder von Gewebe umfasst. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellkultivie- 
rung in Abhangigkeit von den ausgewerteten Parametern vorgenommen wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass die Erfassung und Auswertung der morphologischen Parame- 
ter sowie die Kultivierung der Zellen automatisiert erfolgt. 
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Fig. 3 
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(57) Abstract: The invention relates to a device for characterizing cells, clusters, and/or tissue, comprising an analytic unit that is 
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